






































lower  blood  pressure  and  resting metabolic  rate  (RMR),  due  to  higher  intakes  of  nitrate, 8 
compared to omnivores. Following a non‐randomized, cross‐over and single‐blinded design 9 












omnivores  (‐85%; P  < 0.001). However,  this did not  lead  to a  significant  increase  in blood 22 
pressure and RMR in either groups (P > 0.05). These findings suggest that vegetarian diets 23 











nitrate  are  also  commonly  used  as  food  additives  in  cured  and  processed  meats,  but 33 
contribute less than 5% of overall nitrate intake (3). The nitrate content of foods has been a 34 
concern because of a potential link to the formation of carcinogenic N‐nitrosamines (4). This 35 











Once  nitrite  is  swallowed,  it  spontaneously  decomposes  to  nitric  oxide  (NO)  in  the  acidic 47 
stomach,  however  a  small  proportion  is  directly  absorbed  into  the  bloodstream  (11). 48 
Circulatory  nitrite  is  reduced  to  NO  in  different  tissues  and  organs  enhancing  the 49 
bioavailability of this important vasodilator (12). Inhibition of oral bacteria using antibacterial 50 
mouthwash  has  been  shown  to  disrupt  the  oral  nitrate‐nitrite  pathway  and  to markedly 51 
reduce plasma nitrite levels (13, 14). Importantly, this has also been related to a significant 52 
increase in blood pressure both in healthy individuals (15) and those with hypertension (16).  53 
On  the  other  hand,  increased  nitrate  availability  through  a  short  period  (3  days)  of 54 
pharmacological  supplementation  (sodium  nitrate)  has  been  found  to  decrease  resting 55 
metabolic rate (RMR) in healthy volunteers (17). A limitation of this and previous studies on 56 





pre‐hypertensive  individuals.  In  contrast  to  this,  an  epidemiological  study  from  the  same 60 
group suggested that older individuals consuming more nitrate (～115 mg) had lower risk of 61 











Thus,  the main  aims  of  this  study  were  to  estimate  dietary  nitrate  intake  in  vegetarians 73 
compared  to  omnivores,  to  determine  salivary  and  plasma  concentrations  of  nitrate  and 74 
nitrite, as well as the activity and diversity of oral bacteria in both groups. Secondly, this study 75 
aimed  to measure blood pressure  and RMR before  and  after  inhibiting  oral  bacteria with 76 
antibacterial  mouthwash.  We  hypothesized  that  vegetarians  would  consume  greater 77 
amounts of nitrate than omnivores leading to higher concentrations of nitrite in saliva and 78 
plasma,  and  lower blood pressure  and RMR.  Inhibition of  oral  bacteria would  raise blood 79 
pressure  and  RMR  in  both  groups,  but  this  response  would  be  more  accentuated  in 80 











each  group  were  required  to  have  an  85%  power  at  the  5%  significance  level.  Prior  to 90 
enrolment,  individuals  were  screened  using  a  questionnaire  and  excluded  if  they  were 91 
smokers,  taking any medications or  recreational drugs  that might have affected  the study 92 
outcomes, or had pre‐existing medical conditions such as hypertension, diabetes or dental 93 


















mechanical  bathroom  scale  (Salter,  Tonbridge,  United  Kingdom)  and  stadiometer  (Seca, 112 
Birmingham, UK), respectively. Then, participants rested  in a supine position for 30 min  in 113 
order to measure RMR. Following this measurement, participants stayed supine whilst blood 114 
pressure  was  measured.  After  completing  these  measurements,  a  venepuncture  was 115 








diaries  in  order  to  confirm  the  foods  and  portion  sizes  consumed,  preparation methods, 122 





























































(10 min).  Single  band  PCR  products were  purified  using  1.8  ×  of  Agencourt®  AMPure®  XP 180 
paramagnetic  beads  (Beckman  Coulter,  High  Wycombe),  and  quantified  with  Qubit  2.0 181 
Fluorometer  (Invitrogen,  CA,  USA  Sequencing was  performed  on  an  Ion  Torrent  Personal 182 
Genome  Machine  (LifeTechnologiesTM)  using  a  318TM  v2  chip  (LifeTechnologiesTM)  at  the 183 







taxonomic  units  (OTUs)  based  on  99%  identity.  Taxonomy  was  assigned  using  the  RDP 191 










Food  Safety  Authority  (34)  and  additional  data  for  spinach  and  lettuce  from  the  Food 202 
Standards Agency (35). Nitrate and total polyphenol figures were uploaded to the Microdiet 203 






Data  are  presented  as mean  ±  SD. Normal  distribution  of  the  sample was  assessed  using 208 
Shapiro‐Wilk test. Differences in physical and nutritional parameters between groups were 209 
analyzed using unpaired  t‐tests  (data normally distributed) or Mann‐Whitney U  test  (data 210 
non‐normally distributed). Then, a  two‐way repeated measures ANOVA was performed to 211 
assess  the main  and  interactions effects between groups  (vegetarian  and omnivores)  and 212 
treatments (placebo and mouthwash). Sphericity was assessed with Mauchly’s test and the 213 























24%  higher  in  vegetarians  than  in  omnivores,  but  these  differences were  not  statistically 235 





Figure  1  shows  plasma  and  salivary  nitrate  and  nitrite  concentrations  in  vegetarians  and 241 
omnivores after treatment with placebo and antibacterial mouthwash. Similar concentrations 242 
(P > 0.05) of plasma nitrate and nitrite were found in both groups following a week of placebo 243 
(Figure  1A).  After  treatment  with  antibacterial  mouthwash,  plasma  and  salivary 244 






nitrate  (rs=  0.62;  P  =  0.003)  and  salivary  nitrite  (rs=  0.70;  P  =  <  0.001).  Plasma  nitrite  in 251 
vegetarians was also positively associated with salivary nitrate (rs= 0.47; P = 0.032), but not 252 
with salivary nitrite (rs= 0.41; P = 0.056). In omnivores, no significant correlations were found 253 
















placebo  (Table  3).  Triglycerides  were  significantly  lower  in  omnivores  compared  to 268 
vegetarians after placebo  (P = 0.005). The use of antibacterial mouthwash did not have a 269 
significant  impact  on  glucose  concentration  in  both  groups.  Regarding  lipids,  antibacterial 270 
mouthwash induced a significant increase of triglycerides in omnivores (P = 0.029), but this 271 
response was not observed  in  the vegetarian group.  In vegetarians, an  increase  in plasma 272 





Systolic,  diastolic  and mean  arterial  blood  pressure  results  are  presented  in  Figure  3.  No 278 
differences were found under baseline conditions between both groups (P > 0.05). After using 279 




















similar  between  both  groups  after  placebo  (Figure  4).  After  placebo,  numbers  of  OTUs 298 
assigned to Actinobacteria were positively and significantly correlated with the oral nitrate‐299 







to omnivores. While OTUs assigned  to Bacteroidetes  (P  < 0.001)  and other minor  salivary 307 








significantly  in  vegetarians  (P  =  0.046),  but  not  in  omnivores  (P  >  0.05).  Prevotella  and 316 
Leptotrichia  correlated  strongly  with  the  oral  nitrate‐reducing  capacity  after  using 317 



















in  either  group  despite  oral  nitrate‐reducing  bacteria  and  nitrite  bioavailability  were 335 
significantly reduced in both groups.  336 
These findings are contrary to two previous Polish studies showing higher consumption of 337 
dietary  nitrate  in  a  group  of  vegetarians  (37),  and  also  greater  concentrations  of  salivary 338 















Another  relevant  finding  of  the  current  study  was  that  dietary  nitrate  intake  in  all  the 352 
participants, except two vegetarians, was below the ADI (39). This  is relevant since studies 353 





this  regard.  Studies  promoting  the  consumption  of  nitrate‐rich  vegetables  have  shown 359 
controversial  results.  While  short  interventions  (1  week)  have  found  a  lowering  blood 360 
pressure  effect  in  healthy  individuals  (40),  this  has  not  been  confirmed  in  longer  trials  (4 361 
weeks)  in  hypertensive  individuals  (18).  On  the  other  hand,  a  recent  observational  study 362 
found  greater  consumption  of  nitrate‐rich  vegetables  (～115 mg/day) was  associated with 363 




On  the  other  hand,  this  study  did  not  show  the  expected  lower  blood  pressure  levels  in 368 







Additionally, older studies reporting  low values of blood  lipids  in vegetarians compared to 376 
omnivores did not control for some key variables such as physical activity levels (44‐46). The 377 











(>  19%)  concentrations  (15,  16).  In  agreement with  our  findings,  a more  recent  study  by 387 
Sundqvist  et  al  (47)  did  not  find  a  change  on  blood  pressure  after  giving  antibacterial 388 
mouthwash for three days in a group of healthy females. These authors suggested that this 389 
could  be  due  to  an  upregulation  of  the  L‐Arginine/NO  Synthase  pathway  in  order  to 390 
compensate the  inhibition of  the oral nitrate‐nitrite pathway since they did not observe a 391 






providing  a  supplement  of  inorganic  nitrate.  These  findings  suggest  that  inorganic  nitrate 398 
from  diet  and  oral  nitrite  synthesis  do  not  seem  to  control  oxygen  demands  and  energy 399 
expenditure under resting conditions.  400 
This  study  did  not  find  differences  in  the  salivary  microbiota  between  the  groups  under 401 
baseline conditions (placebo), which is in agreement with a previous study reporting similar 402 










also  combined  vegans  and  lacto‐ovo  vegetarians  in  the  present  study  or  different 411 
methodological approaches such as sample size or genetic analysis of the 16S rRNA (V4 vs V1‐412 
V2).  413 
On  the  other  hand,  this  is  the  first  study  showing  that  antibacterial mouthwash  not  only 414 
reduced  the activity, but  also  the abundance of oral nitrate‐reducing  species especially  in 415 
omnivores. At phylum level, omnivores showed significant reductions in Bacteroidetes and 416 
other minor phyla groups, and a significant increase of Proteobacteria. Similar changes were 417 
found  in  vegetarians  in  Bacteroidetes  and  minor  phyla  groups,  but  abundance  of 418 
Proteobacteria did not change significantly after using antibacterial mouthwash. In addition, 419 




be  an  interesting  approach  to  reduce  changes  in  the  oral  ecosystem  induced  by  oral 424 
treatments  such  as  mouthwashes  and  antibiotics  that  may  potentially  trigger  other  co‐425 
morbidities.  426 
At  genus  level, Prevotella  was  the most  affected  by  the  use  of  antibacterial mouthwash. 427 
Interestingly,  it  has  been  shown  that  several members  of  these  genera may  significantly 428 
contribute to nitrate reduction in the oral cavity (51). Prevotella belong to the major phyla 429 




microbiome as  shown by a  recent  study by Vanhatalo et  al  (52).  Large doses of  inorganic 434 
nitrate (12 mmol/day)  in  form of beetroot  juice caused a significant  increase of oral phyla 435 
Proteobacteria. We found a similar pattern in omnivores after using antibacterial mouthwash, 436 










from our  laboratory  have  confirmed  this  oral  acidic  response  of  antibacterial mouthwash 445 
(unpublished data). Whether  these  changes  are  the main  cause or  just  a  consequence of 446 
modifications observed in the oral microbiome remain to be elucidated, but higher acidity of 447 
the oral cavity is a major risk of periodontal disease (55). Furthermore, periodontitis has been 448 
associated  with  lipoprotein  alterations  and  higher  risk  of  cardiovascular  disease  (56). 449 
Importantly,  we  found  a  significant  increase  in  triglycerides  and  LDL  in  vegetarians  and 450 






al  (15)  in order  to  compare  the  results with previous evidence.  Secondly,  the  sample  size 457 
calculation of  this  study  aimed  to detect differences of  at  least  3 mmHg  in  systolic  blood 458 




to  recruit  vegetarians  and  omnivores  of  similar  characteristics  and meeting  the  inclusion 463 
criteria  was  challenging.  Nonetheless,  the  sample  size  of  this  study  was  larger  than  the 464 











such  as  pH,  lactate  and  glucose.  Finally,  this  study  was  performed  in  young  and  healthy 474 
individuals, and the physiological effect of vegetarian diets may differ in other populations 475 
such as patients with cardiovascular disease or aged individuals under cardiovascular risk.  476 
In  conclusion, we  showed  that  dietary  nitrate  consumption was  not  statistically  different 477 
between  vegetarians  and  omnivores.  This  was  confirmed  by  similar  salivary  and  plasma 478 
concentrations of nitrate and nitrite and oral microbiome characteristics in both groups. The 479 
inhibition  of  the  oral  nitrate‐nitrite  pathway  by  antibacterial  mouthwash  led  to  a  similar 480 
response in omnivores and vegetarians in decreasing salivary and plasma nitrite, but did not 481 
induce any change in blood pressure or RMR. However, further attention should be given to 482 
the  changes  caused  by  antibacterial mouthwash  on  the  diversity  of  the  oral microbiome 483 
regarding oral health and other associated conditions. 484 
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  Placebo  Mouthwash  Placebo  Mouthwash 
Glucose 
(mmol/L) 
4.28 ± 0.31  4.26 ± 0.31  4.44 ± 0.30  4.36 ± 0.31 
Cholesterol 
(mmol/L) 
4.17 ± 1.21  4.01 ± 1.09  4.26 ± 0.64  4.25 ± 0.68 
Triglycerides 
(mmol/L) 
0.87 ± 0.30  0.83 ± 0.28  0.65 ± 0.18#  0.74 ± 0.22* 
HDL  
(mmol/L) 
1.52 ± 0.50  1.52 ± 0.46  1.66 ± 0.43  1.65 ± 0.42 
LDL  
(mmol/L) 
2.24 ± 0.71  2.10 ± 0.68*  2.32 ± 0.50  2.28 ± 0.51 










  Placebo  Mouthwash  Placebo  Mouthwash 
VO2 (mL/min)  211 ± 39  211 ± 38  212 ± 47  212 ± 48 
VCO2 (mL/min)  148 ± 29  150 ± 31  145 ± 32  148 ± 36 
RER   0.70 ± 0.07  0.70 ± 0.07  0.69 ± 0.07  0.70 ± 0.06 







OTU (%)  Placebo  Mouthwash  Placebo  Mouthwash 
GENERA         
Prevotella  27.7 ± 6.5  9.6 ± 6.0*  26.1 ± 9.5  8.6 ± 11.1* 
Veiolonella  12.3 ± 3.7  12.2 ± 5.8  12.7 ± 5.0  13.2 ± 7.1 
Actinomyces  9.5 ± 4.9  5.7 ± 5.1*  8.5 ± 5.2  3.9 ± 2.9* 
Neisseria  5.6 ± 6.1  12.2 ± 10.2  4.9 ± 5.3  12.2 ± 10.3 
Rothia  4.0 ± 2.8  7.7 ± 6.8*  4.6 ± 3.5  4.9 ± 7.0 
Porphyromonas  3.3 ± 2.8  2.7 ± 2.7  3.3 ± 3.0  4.0 ± 5.3 
Fusobacterium  1.7 ± 3.7  0.7 ± 0.7*  1.6 ± 1.0  0.9 ± 0.9* 
Leptotrichia  1.0 ± 0.8  1.6 ± 2.0  1.2 ± 0.8  1.3 ± 1.7 
SPECIES         
Prevotella malaninogenica  18.1 ± 7.0  6.2 ± 7.0*  16.7 ± 9.0  5.2 ± 9.9* 
Veilonella dispar  10.2 ± 3.9  10.1 ± 5.4  10.7 ± 3.8  10.5 ± 5.3 
Neisseria subflava  5.0 ± 5.7  10.6 ± 9.8  4.7 ± 5.1  10.1 ± 9.4 
Rothia mucilaginosa  3.8 ± 2.8  6.8 ± 6.5*  3.8 ± 3.1  5.6 ± 6.9* 
Veilonella parvula  0.6 ± 0.2  0.5 ± 0.3  0.6 ± 0.2  0.8 ± 0.5* 
Haemophilus parainfluenzae  0.5 ± 0.4  0.6 ± 0.6  0.3 ± 0.2  0.8 ± 0.8 
Rothia dentocaricosa  0.09 ± 0.07  0.04 ± 0.10*  0.09 ± 0.07  0.02 ± 0.03* 
(* P < 0.05 between placebo and mouthwash) 
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